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Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungsmustern 

xnit hoher Sensitivitat 



zum 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
Nachweis von Cytosin-Methylierung in DNA-Proben. 

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre 
xn der. Molekularbiologie gut studierten Beobachtungsebe- 
nen sind die Gene selbst, die Obersetzung dieser Gene in 
RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann im Laufe 
der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschal- 
tet wird, und wie Aktivieren und Inhibieren bestimmter 
Gene in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist 
mat Ausmafi und Charakter der Methylierung der Gene bzw. 
des Genoms korrelierbar . Insofern aufiern sich pathogene 
Zustande in einem veranderten Methylierungsmuster einzel- 
ner Gene oder des Genoms. 

5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modifizierte 
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei- 
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkripti- 
on, bexm genetischen Imprinting und in der Tumorgenese 
D le Identifizierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil 
genetischer Information ist daher von erheblichem Inte- 
resse. 5-Me.thylcytosin-Positionen konnen jedoch nicht 
durch Sequenzierung identifiziert werden, da 5-Methyl- 
cytosin das gleiche Basenpaarungsverhalten aufweist wie 
Cytosin. Daruber hinaus geht bei einer PCR-Amplif ikation 
dxe epigenetische Information, welche die 5-Methylcyto- 
sine tragen, vollstandig verloren. 

Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten an- 
gewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5-Methyl- 
cytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von Bisulfit 
nut Cytosin, das nach anschliefiender alkalischer Hydroly- 
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se in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem Basen- 
paarungsverhalten dem Thymin entspricht. 5-Methylcytosin 
wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht modif iziert . 
Damit wird die ursprungliche DNA so umgewandelt, dass Me- 
thylcytosin, welches urspriinglich durch sein Hybridisie- 
rungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden werden 
kann, jetzt durch "normale" molekularbiologische Techni- 
ken als einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise durch 
Amplification und Hybridisierung oder Sequenzierung nach- 
gewiesen werden kann. Alle diese Techniken beruhen auf 
Basenpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der 
Stand der Technik, was die Empf indlichkeit betrifft, wird 
durch ein Verfahren zur Bisulf it-Behandlung definiert, 
welches die zu untersuchende DNA in einer Agarose-Matrix 
einschliefit, dadurch die Diffusion und Renaturierung der 
DNA (Bisulfit reagiert nur an einzelstrangiger DNA) ver- 
hindert und alle Fallungs- und Reinigungsschritte durch 
schnelle Dialyse ersetzt (Olek A, Oswald J, Walter J. A 
modified and improved method for bisulphite based cytosi- 
ne methylation analysis. Nucleic Acids Res. 1996 DEC 
15;24(24) :5064-6) . Mit dieser Methode kann die DNA ein- 
zelner Zellen behandelt werden, was das Potential der Me- 
thode veranschaulicht. Allerdings werden bisher nur ein- 
zelne Regionen bis etwa 3000 Basenpaare Lange behandelt, 
eine globale Behandlung von Zellen auf Tausenden von mdg- 
lichen Regionen ist nicht moglich. Aufierdem kann auch 
dieses Verfahren keine sehr kleinen Fragmente aus gerin- 
gen Probenmengen zuverlassig umwandeln. Diese gehen trotz 
Diffusionsschutz durch die Matrix verloren. 

Eine Ubersicht iiber die weiteren bekannten Mdglichkeiten, 
5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem folgenden 0- 
bersichtsartikel entnommen werden: Rein T, DePamphilis 
ML, Zorbas H. Identifying 5-methylcytosine and related 
modifications in DNA genomes. Nucleic Acids Res. 1998 May 
15;26(10) :2255-64. 
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Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen 

Zeschnigk M, Lich C, Buiting K/ Dorfler W, Hor- 
sthemke B. A single-tube PGR test for the diagnosis of 
Angelman and Prader-Willi syndrome based on allelic me- 
thylation differences at the SNRPN locus. Eur J Hum Ge- 
net. 1997 Mar-Apr;5(2):94-8) nur in der Forschung ange- 
wendet. Immer aber werden kurze, spezifische Stucke eines 
bekannten Gens nach einer Bisulf it-Behandlung amplifi- 
ziert und entweder komplett sequenziert (Olek A, Walter 
J. The pre-implantation ontogeny of the. H19 methylation 
imprint. Nat Genet. 1997 Nov. ; 17 (3) : 275-6) oder einzelne 
Cytosin-Positionen durch eine "Primer-Extension-Reaktion" 
(Gonzalgo ML, Jones PA. Rapid quantitation of methylation 
differences at specific sites using methylation-sensitive 
single nucleotide primer extension (Ms-SNuPE) . Nucleic 
Acids Res. 1997 Jun. 15; 25 (12) : 2529-31, WO-Patent 
9500669) oder einen Enzymschnitt (Xiong Z, Laird PW. 
COBRA: a sensitive and quantitative DNA methylation as- 
say. Nucleic Acids Res. 1997 Jun. 15;25 (12) :2532-4) nach- 
gewiesen. Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisie- 
rung beschrieben worden (Olek et al., WO 99 28498). 

Harnstoff verbessert die Effizienz der Bisulfit- 
Behandlung vor der Sequenzierung von 5-Methylcytosin in 
genomischer DNA (Paulin R/ Grigg GW, Davey MW, Piper AA. 
Urea improves efficiency of bisulphite-mediated sequenc- 
ing of 5 • -methylcytosine in genomic DNA. Nucleic Acids 
Res. 1998 Nov. 1;26 (21) :5009-10) . 

Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der Bi- 
sulf it-Technik zum Methylierungsnachweis bei einzelnen 
Genen befassen, sind: 

Grigg G, Clark S. sequencing 5-methylcytosine residues in 
genomic DNA. Bioassays. 1994 Jun. ;16(6) :431-6, 431; 
Zeschnigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K,' Horsthemke 
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B, D5rfler W. Imprinted segments in the human genome: 
different DNA methylation patterns in the Prader- 
Willi/Angelman syndrome region as determined by the ge- 
nomic sequencing method. Hum Mol Genet. 1997 
Mar;6(3) :387-95; Feil R, Charlton J, Bird AP, Walter J, 
Reik W. Methylation analysis on individual chromosomes: 
improved protocol fort bisulphate genomic sequencing. Nu- 
cleic Acids Res. 1994 Feb. 25;22 (4) : 695-6; Martin V, 
Ribieras S, Song-Wang X, Rio MC, Dante R. Genomic se- 
quencing indicates a correlation between DNA hypomethyla- 
tion in the 5' region of the pS2 gene andin its expres- 
sion in human breast cancer cell lines. Gene. 1995 May 
19;157(l-2) :261-4; WO 97 46705, WO 95 15373 und WO 45560. 

Ein weiteres bekanntes Verfahren ist die sogenannte me- 
thylierungssensitive PCR (Herman JG, Graff JR, Myohanen 
S, Nelkin BD, Baylin SB. (1996), Methylation-specif ic 
PCR: a novel PCR assay for methylation status of CpG is- 
lands. Proc Natl Acad Sci USA. Sep 3; 93 (18) : 9821-6) . 
Fur dieses Verfahren werden Primer verwendet, die entwe- 
der nur an eine Sequenz hybridisieren, die durch die Bi- 
sulfit-Behandlung einer an der betreffenden Position un- 
methylierten DNA ent stent, oder aber umgekehrt Primer, 
welche nur an eine Nukleinsaure binden, die durch die Bi- 
sulfit-Behandlung einer an der betreffenden Position me- 
thylierten DNA entsteht. Mit diesen Primern konnen dem- 
nach Amplifikate erzeugt werden, deren Detektion wiederum 
Hinweise auf das Vorliegen einer methylierten oder un- 
methylierten Position in der Probe liefern, an welche die 
Primer binden. 



Ein neueres Verfahren ist auch der Nachweis von Cytosin- 
Methylierung mittels einer Taqman PCR, das als MethyLight 
bekannt geworden ist (WO00/70090) . Mit diesem Verfahren 
ist es mSglich, den Methylierungsstatus einzelner oder 
weniger Positionen direkt im Verlauf der PCR nachzuwei- 
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sen, so dass sich eine nachf olgende Analyse der Produkte 
ertibrigt - 

Eine Obersicht fiber den Stand der Technik in der Oligomer 
Array Herstellung lasst sich aus einer im Januar 1999 er- 
schienenen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Ge- 
netics Supplement, Volume 21, January 1999), der dort zi- 
tierten Literatur und dem US-Patent 5994065 tiber Methoden 
zur Herstellung von festen Tragern fur Zielmolektile wie 
Oligonukleotide bei vermindertem nichtspezif ischen Hin- 
tergrundsignal entnehmen. 

Ftir die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind 
vielfach f luoreszenz-markierte Sonden verwendet worden. 
Besonders geeignet ftir Fluoreszenzmarkierungen ist das 
einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 5 » -OH 
der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der 
hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise tiber ein 
Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben 
vielen anderen, kommerziell erhaltlich. 

Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations- 
Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ist eine sehr leistungs- 
fahige Entwicklung ftir die Analyse von Biomolektilen (Ka- 
ras M, Hillenkamp F. Laser desorption ionization of pro- 
teins with molecular masses exceeding 10,000 daltons . 
Anal Chem. 1988 Oct. 15; 60 (20) : 2299-301) . Ein Analyt wird 
in eine lichtabsorbierende Matrix eingebettet. Durch ei- 
nen kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und das 
Analytmolekul so unf ragmentiert in die Gasphase befor- 
dert. Durch StQfie mit Matrixmolektilen wird die Ionisation 
des Analyten erreicht. Eine angelegte Spannung beschleu- 
nigt die Ionen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ih- 
rer verschiedenen Massen werden Ionen unterschiedlich * 
stark beschleunigt. Kleinere Ionen erreichen den Detektor 
frtiher als grofiere. 
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MALDI-TOF Spektroskopie eignet sich ausgezeichnet zur A- 
nalyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nuk- 
leinsauren ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck, S. 
(1995), DNA and Matrix Assisted Laser Desorption Ioniza- 
tion Mass Spectrometry. Molecular Biology: Current Inno- 
vations and Future Trends 1: 147-157.) Fur Nukleinsauren 
ist die Empfindlichkeit etwa 100 mal schlechter als far 
Peptide und nimmt mit zunehmender Fragmentgrdfie tiberpro- 
portional ab. FUr Nukleinsauren, die ein. vielfach negativ 
geladenes Riickgrat haben, ist der Ionisationsprozefi durch 
die Matrix wesentlich inef f izienter . In der MALDI-TOF 
Spektroskopie spielt die Wahl der Matrix eine eminent 
wichtige Rolle. Far die Desorption von Peptiden sind ei- 
nige sehr leistungsf ahige Matrices gefunden worden, die 
eine sehr feine Kristallisation ergeben. Far DNA gibt es 
zwar mittlerweile einige ansprechende Matrices, jedoch 
wurde dadurch der Empf indlichkeitsunterschied nicht ver- 
ringert. Der Empf indlichkeitsunterschied kann verringert 
werden, indem die DNA chemisch so modifiziert wird, dass 
sie einem Peptid ahnlicher wird. Phosphorothioatnuklein- 
sauren, bei denen die gewohnlichen Phosphate des Rttck- 
grats durch Thiophosphate substituiert sind, lassen sich 
durch einfache Alkylierungschemie in eine ladungsneutrale 
DNA umwandeln (Gut, I. G. und Beck, S. (1995), A procedu- 
re for selective DNA alkylation and detection by mass 
spectrometry. Nucleic Acids Res. 23: 1367-1373). Die 
Kopplung eines "charge tags" an diese modifizierte DNA 
resultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit urn den 
gleichen Bet rag, wie er far Peptide gefunden wird. Ein 
weiterer Vorteil von ^charge tagging" ist die erhShte 
Stabilitat der Analyse gegen Verunreinigungen, die den 
Nachweis unmodif izierter Substrate stark erschweren. 

Genomische DNA wird durch Standardmethoden aus DNA von 
Zell-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben gewonnen. 
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amplifiziert wird. Entsprechend ist es moglich, einen 
Primer zu verwenden, der im Gegenzug nur die unmethylier- 
te DNA amplifiziert. Auf diese Art und Weise konnen, wenn 
zu analysierende DNA sowie Hintergrund DNA zugegen sind, 
ausschliefllich die zu untersuchenden DNA Fragmente selek- 
tiv erzeugt werden, sofern sich diese hinsichtlich ihres 
Methylierungsstatus in einer CpG Position von der Hinter- 
grund DNA unterscheiden. Stand der Technik ist es nun, 
aus dem Nachweis eines solchen zu untersuchenden DNA- 
Molekiils auf den Methylierungszustand oder das Vorliegen 
einer zu untersuchenden DNA riickzuschliefien, was wiederum 
eine Diagnose beispielsweise einer Tumorerkrankung in Pa- 
tienten prinzipiell erlaubt, da es bekannt ist, dass bei- 
spielsweise die Serum DNA-Konzentration sich in Tumorpa- 
tienten zum Teil drastisch erhoht. Nur die von den Tumo- 
ren stammende DNA soil dann neben der Hintergrund-DNA 
nachgewiesen werden. Prinzipiell vergleichbar ist die A- 
nalyse von DNA in anderen Kdrperf ltlssigkeiten. 

Das hier geschilderte Verfahren, was als der nachstlie- 
gende Stand der Technik zu betrachten ist, hat jedoch ei- 
nige Nachteile. Es ist beispielsweise nicht -mSglich, aus 
der Nachweisbarkeit eines amplif izierten Fragmentes zu 
untersuchender DNA auf die im Serum vorhandene Menge zu ■ 
schliefien. Schon geringste Mengen solcher DNA reichen 
aus, urn ein positives Resultat zu erzielen, was zum einen 
ein Vorteil ist, sich aber auch sehr nachteilig auswirken 
kann, wenn man zum Beispiel den Effekt einer Tumorresek- 
tion auf die Serum DNA beurteilen will. Die grofite 
Schwierigkeit ist jedoch, dass es viele CpG-Positionen 
gibt, welche sich hinsichtlich ihres Methylierungszustan- 
des in der zu untersuchenden DNA und der Hintergrund-DNA 
nur graduell unterscheiden. Es ist of fensichtlich, dass 
das existierenden MSP Verfahren nur dann durchgef tihrt 
werden kann, wenn man weifi, dass sich die Hintergund-DNA 
von der zu untersuchenden DNA in der betreffenden CpG Po- 
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sition definitiv und zu 100% unterscheidet, will man 
nicht falsche positive Ergebnisse riskieren. 1st es dage- 
gen in einem Tumorgewebe typisch, dass in z. B. 95 % der 
Tumor zellen eine bestimmte Position methyliert vorliegt, 
in. der ansonsten vorhandenen Hintergrund-DNA jedoch nur 
maximal 5% methyliert vorliegen, so ist es mit der MSP 
Methode nicht moglich, aussagekraftige Ergebnisse zu pro- 
duzieren, da eine Quantifizierung der Templat-DNA mittels 
PCR prinzipiell nicht oder nur mit erhShtem Aufwand mog- 
lich ist. Zudem liegt dieser Erfindung die Erkenntnis 
zugrunde, dass es oft Muster von Methylierungszustanden 
in einem DNA-Fragment sind, die typisch far einen be- 
stimmten Typ von Zellen, zum Beispiel einer Tumorzelle, 
sind. 

Stand der Technik ist wiederum ein von Epigenomics entwi- 
ckeltes Verfahren, welches zu untersuchende DNA und Hin- 
tergrund-DNA nach Bisulfit-Behandlung gleichermafien 
amplifiziert und dann die im Fragment enthaltenen ehema- 
ligen CpG Positionen durch Hybridisierungstechniken un- 
tersucht, alternativ mittels Mini-Sequenzierung oder an- 
deren gangigen Verfahren. Dies hat den Vorteil, dass man 
ein quantitatives Bild beziiglich der untersuchten Methy- 
lierungspositionen erhalt, d.h. es erfolgt die Bestimmung 
des Methylierungsgrades einer Vielzahl von Positionen, 
was z. B. bei soliden Tumoren eine sehr genaue Klassifi- 
zierung ermSglicht. Der Nachteil dieser Methode ist je- 
doch, dass sie in den Fallen, in denen die Hintergrund- 
DNA stark Qberwiegt, keine genaue Aussage lief em kann, 
da diese ja genau wie die zu untersuchende DNA amplifi- 
ziert wird und beide im Gemisch analysiert werden. Dieses 
Problem existiert nicht bei der Analyse von soliden Tumo- 
ren, wo man das zu untersuchende Material gezielt auswah- 
len kann, es kann jedoch die Analyse von beispielsweise 
Serum- DNA erschweren. 
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des Standee der Technik Z u ubervinden u „d die Vorteile 
berder Verfabren t Q r die Detection von KOrperf lussrgLi- 
ten und Serum zu kombinieren. Dabei lieat ein h» I 

-j-™ aue dem b islang nicht gel ;; 9 :; ob :it 

Nachwerses geringer Mengen nicht-methylierter DMA in L- 
wesenhext einer vergieicbsweise groBen Menge an Hinted 
grund-DNA. incer 

Die Aufgabe w ird dadurcb gelost. dass ein Verfabren sum 

zTlZ "l".^™*^™* ^ OKA-Proben gescbar- 
£en Wlrd , ber dem man die folgenden Schritte ausfOhrf 
man bebandelt eine genomiscbe BHA-Probe, welcbe su unter- 
sucbende DNA und Hintergrund- D HA umfasst, chemisob der- 
art, dass alle nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil 
umgewandelt warden, wabrend die 5-MetbyXcytosinbasen un- 
verandert bleiben, 

man amplifiziert die chemisch behandelte DNA-Probe unter 
Verwendung von mindestens 2 Primeroligonukleotiden sowie 
exner Polymerase und eines Nukleotidgemisches, dessen Zu- 
sammensetsung zu einer Bevorzugung der zu untersuchenden 

Hintergrund-DNA als Templat fuhrt und 
man analysiert die Amplifi ka te und schliefct au S dem Vor- 
ixegen Oder der Produktmenge eines Amplifies auf den 
Methylxerungsstatus in der zu untersuchenden DNA 



in exner besonders bevorzugten Variante des erf indungsge- 
maSen Verfahrens enthalt des Nukleotidgemisch nur 2< 
Desoxy-Guanosintriphosphat (dGTP) , 2'-Desoxy- 
Adenosintriphosphat (dATP) und 2'-Desoxy- 
Ihymidintriphosphat (dTTP) . Es ist jedoch ebenfalls be- 
vorzugt, dass das Nukleotidgemisch zudem eine verhaltnis- 
maSig gerxnge Konzentration an 2 ' -Desoxy- 
Cytidintriphosphat (dCTP). enthalt. Besonders bevorzugt 
xst dxe dCTP Anfangskonzentration dann bei der Amplif ika- 
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tion Mchstens halb so boob ist „ie die durchschnittliebe 

-~ anderen drei moJST 

-te'^Tf beS ° nderS ^ rZU3tSn Verfabrenevari- 
ante enth.lt das Hukleotidgemisoh nur 2--Desoxy- 

^rSTf t <dCTP> ' ^^^-^-osintrlpnospnat 
(dATP) und 2'-D e soxy-Thymidintriphosphat (dTTP) Es Lt 

dem exne verhaltnzsmSBig geringe Konzentration an 2<- 
Desoxy-Guanosintriphosphat (dGTP) entWUt. Besonders be- 
vorzugt 1st die dGTP Anfangskonzentration dann bender 

sXt^T h6chstens ** lb 30 ^ wie 

otWe ^'^o-entratlon der anderen drel 



in erner besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
wx«* anstelle von 2< -Desoxy-thymidintripbosphat 2- - 
Desoxy-uridintriphosphat eingesetzt. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Variante des ver- 
fahrens werden zusatzlich terminierende Didesoxynukleoti- 
de eingesetzt 



Es ist zudem besonders bevorzugt, dass die Denaturie- 
rungstemperatur in der PCR-Amplif ikation 9QOC 
liegt . 

ErfindungsgemaB bevorzugt ist es, dass man die Proben DNA 
aus Serum, Plasma, Urin, Sputum Oder anderen Korperflus- 
srgkeiten eines Indlviduums gewlnnt. 

Es 1st weiterhln erf indungsgemaB bevorzugt, dass man die 
Proben DH a aus Z ellinien, Blut, Sputum, stuhl, Orin, s e ! 
rum. Plasma, Gehirn-Ruotenmarks-Flussigkeit, in Paraffin 

HZ I GEWebe ' b °^™^ Sewebe von Augen, 

Darm, Nrere, Hirn, Herz, Prostata, lunge, Brust Oder L- 
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Ko^in\ St0l ° giSChen ° bjekttr ^ ern -d alien moglichen 
Kombxnatxonen hiervon gewinnt. 

Es 1st ganz besonders erfindungsgema* bevorzugt, dass man 
dxo chemxsche Behandlung mit einem Bisulfit (=Disulfit 
Hydrogensulfit) durchftihrt. Bevorzugt 1st es auch, dass 
dxe chemxsche Behandlung nach Einbetten der DNA in Agaro- 
se erfolgt. E s 1st auch und weiterhin bevorzugt, dass bei 
der chemxschen Behandlung ein die DNA- Duplex denaturie- 
rendes Reagenz und/oder ein Radikalf anger zugegen 1st. 

Bevorzugt ist es, dass man die Amplication xm zweiten 
Schrxtt in Gegenwart- mindestens eines weiteren Oligo- 
nukleotids Oder eines PNA-Oligomers durchfiihrt, welches 
an ein 5'-CG-3'-Dinukleotid oder ein 5 ' -TG-3 ' -Dinukleotid 
Oder exa 5 ' -CA-3 '-Dinukleotid bindet, wobei das weitere 
Olxgonukleotid oder PNA-Oligomer bevorzugt an die Hinter- 
grund-DNA bindet und deren Amplifikation beeintrachtigt . 

Besonders bevorzugt ist es, dass diese Bindungsstelle des 
wexteren Oligonukleotids oder PNA-Oligomers mit den Bin- 
dungstellen der Primer auf der Hintergund-DNA Qberlappt 
und das weitere Oligonukleotid das Binden mindestens ei- 
nes Primeroligonukleotids an die Hintergrund-DNA behin- 
dert. 

EsLst wiederum besonders bevorzugt, dass mindestens zwei 
wextere Oligonukleotide oder PNA-Oligomere eingesetzt 
werden, wobei deren Bindungsstelle wiederum jeweils mit 
der Bindungsstelle eines Primers an die Hintergund-DNA 
uberlappt und die weiteren Oligonukleotide und/oder PNA- 
Olxgomere das Binden beider Primeroligonukleotide an die 
Hxntergrund-DNA behindern . 

Zudem ist es besonders bevorzugt, dass jeweils eines der 
wexteren Oligonukleotide und/oder PNA-Oiigomere das Bin- 
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den des Forward-Primers behindert wahrend das jeweils an- 
dere das Binden des Reverse-Primers behindert. 

Besonders bevorzugt ist es, dass die weiteren Oligonukle- 
ot.de und/oder PNA-Oligomere in mindestens der fttnffachen 
Konzentratxon im Vergleich zu den Primeroligonuleotide 
vorliegen. 

Weiterhin ist es erf indungsgemafi bevorzugt, dass man die 
chemxsch behandelte DNA-Probe im zweiten Schritt unter 
Verwendung von mindestens 2 Primeroligonukleotiden und 
ernem weiteren Oligonukleotid, welches an ein 5'-CG-3' 
Dmukleotid oder ein 5 '-TG-3 '-Dinukleotid oder ein 5'-CA- 
3 -Dinukleotid hybridisiert, und mindestens einem Repor- 
terolxgonukleotid, welohes an ein 5 '-CG-3' -Dinukleotid 
oder ein 5 '-TG-3 '-Dinukleotid oder ein 5'-CA-3'- 
Dinukleotid hybridisiert, sowie einer Polymerase amplifi- 
zxert; wobei das weitere Oligonukleotid bevorzugt an die 
Hintergrund-DNA bindet und deren Amplif ikation beein- 
trachtigt, und wobei das Reporteroligonukleotid bevorzugt 
an dxe zu untersuchende DNA bindet und deren Amplifikati- 
on anzeigt. Dabei ist es vorteilhaft, dass man zusatzlich 
zu dem Reporteroligonukleotid ein weiteres mit einem Flu- 
ores zenzfarbstoff markiertes Oligomer verwendet, welches 
unmittelbar benachbart zu dem Reporteroligonukleotid 
hybridisiert und sich diese Hybrid! sierung mittels Fluo- 
reszenz Resonanz Energietransfer nachweisen lasst. Wei- 
terhin vorteilhaft ist es, dass ein Taqman-Assay durchge- 
fuhrt wxrd. Bevorzugt ist es auch, dass ein Lightcycler 
Assay durchgefuhrt wird. Bevorzugt ist es auch, dass ein 
Assay unter Verwendung von Molecular Beacons durchgefuhrt 



in einer weiteren besonders bevorzugten Verfahrensvarian- 
te binden die weiteren Oligonukleotide und/oder PNA- 
Olxgomere an die Hintergrund-DNA. und behindem damit die 
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voll s tand lg e Primeroligonukleotid-Verlangerung in der Po- 
lymerasereaktion. Dabei ist es wiederum besonders bevor- 
zugt, dass die verwendete Polymerase keine S--3-- 
Exonuklease-aktivitat anfweist. Eine weitere bevorzugte 

ZT lT eB - *"* " eiteren 0 "S°-**leotide an, 
Tt 5 3 V ° rlie ^ ™ d — i' von einer Polymerase 

/ " 3 -^"^l^e-aktivitat nicht significant abge- 
baut werden konnen. 

in einer besonders bevorzugten Variante unterscheiden die 
Prxmer selbst zwischen zu untersuchender DNA und Hinter- 
grund-DNA. in einer wiederum besonders bevorzugten Ver- 
fahrensvariante liegt die Hintergrund DNA methyliert vor, 
und dxe zu untersuchende DNA liegt unmethyliert vor je- 
wels an Positioned an die mindestens ein Primer fur die 
Amplication bindet, wobei der oder die Primer bevorzugt 
an die zu untersuchende DNA binden. 

Sollen die Primer die zu untersuchende DNA bevorzugt 
amplxfizieren, so enthalten diese also bevorzugt TG oder 
respektive CA Sequenzen an Positionen, die vor der Bisul- 
fxt Behandlung CG Sequenzen entsprachen. Dadurch amplifi- 
zreren die Primer keine ehemals methylierten, noch CG- 
haltxgen Sequenzen und damit unter diesem Bedingungen i- 
dealerweise keine Hintergrund DNA. Dies verstarkt den 
durch das Nukleotidgemisch hervorgerufenen Ef fekt der Be- 
vorzugung der nicht methylierten zu untersuchenden DNA in 
der Amplifikation. 

ErfindungsgemaE besonders bevorzugt ist es, dass man in 
der Amplifikation zusatzlich mindestens . ein Reporteroli- 
gonukleotid verwendet, dessen Fluoreszenzeigenschaf ten 
sxch xn Polge der Amplifikation verandem. In einer wie- 
derum besonders bevorzugten Variante des Verfahrens fuhrt 
man einen Taqman-Assay oder ein LightCycler-Assay oder 
exnen Assay unter Verwendung von Molecular Beacons durch 
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iLh H rnSr erfindu ^ s ^ fi bevorzugt, dass die zusStz- 
ixch zu den P r i mern verwendeten Oligonukleotide nicht fl- 
ber exne 3 -OH Funktion verfttgen. Weiterhin ist bevor- 
zugt, dass die Reporteroligonukleotide mindestens eine 
Fluor ekierung tragen. Ferner ist auch bevorzugt, 
dass dae Reportermolekale die Amplif ikation entweder 
durch exne Zunahme oder eine Abnahme der Fluoreszenz an- 

ZnlZ: T 1 63 beS ° nderS ™^^> dass man die 

Zunahme oder Abnahme der Fluoreszenz auch direkt zur Ana- 
lyse verwendet und aus dem Fluoreszenzsignal auf einen 
Methylxerungszustand der zu analysierenden DNA schliefit. 

Bevorzugt ist es erf indungsgemafi ferner, dass die Hinter- 
grund-DNA in 100 facher Konzentration im Vergleich zur zu 
untersuchenden DNA vorliegt. Weiterhin ist bevorzugt 
dass die Hintergrund-DNA in 1000 facher Konzentration im 
Vergleich zur zu untersuchenden DNA vorliegt. 

Weiterhin ist bevorzugt, dass man aus dem Methylie- 
rungsgrad an den verschiedenen untersuchten CpG- 
Positionen auf das Vorliegen einer Erkrarikung oder eines 
anderen medizinischen Zustandes des Patienten schlieflt. 

Vorteilhaft ist es, dass die Amplifikate selbst fur die 
Detektxon mit einer nachweisbaren Markierung versehen ' 
sind. Weiterhin vorteilhaft ist es, dass die Markierungen 
Fluoreszenzmarkierungen sind oder/und dass die Markierun- 
gen Radionuklide sind oder/und dass die Markierungen ab- 
losbare Massenmarkierungen sind, die in einem Mas- 
senspektrometer nachgewiesen werden. 

Bevorzugt ist ferner, dass bei der Amplif ikation einer 
der Primer an eine Festphase gebunden ist. 
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IZTTr*™ SS aUCh ' d3SS dle ^P"^kate insge- 
durch xhre Masse eindeutig charakterisiert sind. 

aul W H ite v er Ge9enStand der — liegenden Erfindung 1st 
"ur Dial SlneS « tln *»«-«-««» Verfahrens 

fur L 7 /0dSr Pr09n ° Se Ereignisse 
fur Patrenten oder Individual wo bei diasa nachteiligen 
Erargnrssa »indastans ainar dar fcigandan Kategorien 1 
gahoran: unerwlinschte Arzneimittelwirkungen; Krabsarkran- 
kungen; CHS-Fehlfunktionen, Schaden odar Krankheit; Ag- 
gressxonssynptorae oder VerhaltenssWrungen; klinischa, 
psychologrscha und soziale Konseouenzen von Gehirnschadi- 
gungan; psychotischa Sterungan und PersSnlichkeitsstorun- 
gen; Demenz und/oder assoziiarte Syndrome; kardiovaskula- 
re Krankhert, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, 
Sohadxgung oder Krankhait das gastrointestinalen Traktes; 
Fehlfunktron, Schadigung oder Krankhait des Atmungssys- 
tems; Verlatzung, Entzundung, Infektion, I^unitat 
und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit das Korpers als Abweiohung i m Entwicklungspro- 
zess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit dar Haut 
der Muskeln des Bindegawebas Oder der Knochen; andokrine 
und MetaboUsche Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; 
Kopfscnmerzen Oder sexuelle Fehlfunktion. 

Bavorzugt ist auch die Verwendung eines 

Verfahrens zur Untarschaidung von Zalltypan odar Gewaban 
Oder zur untersuchung der Zelldif f arenzierung. 

senTT K ±St aUCh VerWendu "9 erfindungsgemas- 

sen Verfahrans zur Klassif iziarung von Patianten in On- 
tergruppen. 
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Desoxy-Guanosintriphosphat tac-n>\ 
D es o X y-Ad e „o s i ntripllosphat: (dATp LdfT'J 2 

vorzuqt ist rH« ; enthalt. Besonders be- 

*** : le 1 1^: 1 : acTp h6chste - -o 

drei Nufcleotidr ^ -~ anderen 

- - — =: r e ~ 

eaer nur 2 "Desoxy-Cytidintriphosphat (dCTP) ? - 
Desoxy-Adenosintriphosphat (dATP) und 2 , D ^' ' " 
Thymidintriphosphat (dTTP) enthalt L , SOXy " 
nur eine verhaltn ifi J« enthalt, aber kein dGTP, oder 
De s ™ n Verhaltnismafil 3 geringe Konzentration an 2> - 
Desoxy-Guanosintriphosphat (dGTP) «« ^ 
ist die Konzentratlon an dGTP hi h ! * b-TO » u * t 

die durohschnittlicZ 7 ^chstens halb so hoch wie 

Nucleotide h ^—tration der anderen drei 



Die vorliegende Erfindung beschreibt somit ein Verf.h 
besondere aelinot- m -n- ^ mogxich ist. Ins- 
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reren Sohrztten, dre slch wie folgt zusaIrmenfassen las _ 

IZT ^ Patlenten -d/oaer andere Korper- 

wext errorderlich xsoliert. Anschllenend wird ^ ZKeit£n 

belaof ^ ( - Hydr ° 9ensulfit ' Diaulrit, durchgexahrt, wobei 

ora^il 3116 " 1Cht meth ^ ie "- Cytoainbaaen in 

Oracri uagewandelt warden, die methylierten Cytoainbaaen 
<5-Met„ylcytoain> je doch unverandert bleiben. l m drrzten 

r^f V f r beVOr2u « t die - unterauchende DNA ampli- 
Hint T ' nlCht abSr ° der ln seringeran. MaAe die 
^ITT ' DabSi f(ihrt bSSOnds « angepaaataa 

d " ' ° bSn beschri ^an, zu dar Bevorzu- 

gung der zu unterauchenden DNA in der ^ 

HI L T daZU BeS ° nderS b —9t „ ird auch 

dza Denaturzerungatemperatur ao angapaaat, daaa bevorzugt 

wird f 9 " niCKt .-""ll-ct. »* aurgeachrcolzen 
«zrd dze ureprunglich methylierte DNA jedoch dop- 
pelatrangig verbleibt. I m folgandan, vierten Schritt war- 
den nun die axnplirizierten Fragmente detektiert. Ea 1st 
auch .nogiich, aia waiter i m Detail auf Ihra Methylie 
rungaazgnatur bin zu analyaieren und dan Methylie- 
z^gagrad ^ehrarar ahemaiigar CpG Poaitionen in den 
Amplxf lk aten zu beati^en. I m fUnften Verzahrenaschritt 

terauT r ^^^^ - den verachiadenen un- 
terauchtan CpG Poaitionen Oder aua dem Vorliegan ainas 

llnT , daS Vorlie 9 en Erkranzung Oder 

lZLT Ien ^ — —a dea Patiantan ge- 
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IZ TZTT 3 Verfah — ' S-innung von Pro- 

keLn beV ° rZU9t du " h ^tnahae von Koperflassig- 

3adoch rat es offenkundlg dass da3 Verfahren Mit vieler- 

L: :l r us ^ tersohiediichen d - hfahrb :' er 

rOnrt si nd ° hnS taSPrUCh V °"3 ta n digkeit aufge _ 

scnToNf a"' 1 * ^ " *" VErfahren ein »««zte geno.i- 
DNA z. B. Zellmren, Blut, Sputum, stu hl, Drl Serum 
Gehzzn-Racken^rks-ElUssigkeit, ±n ^^^^ ; 
Gewebe berspielsweise Gewebe von <j 

Hrrn, Herz, Prostata, Lunge, Brust Oder Leber, histolooi 
sche Objekttrager und alle aoglichen Konfrinatronen TlT- 
von umfassen. 

IL1T elni9en F " len V ° r der B^ulfit-Behandlung 
erne Aufreznrgung oder Auf konzentr.tion der DNA, m eine 
Storung der Bisulfit-Reaktion und/oder der nachfoloenden 

den 7 ^ » -mai- 

den. Es rat jedoch bekannt, dass beispleisweise eine PGR 
aus Gewebe nach Behandlung beispielsweise n it Proteose 
K ohne wextere Aufreinigung erfol g en kann, und dies gilt 
~:. aUCh "* Bisuirit-Bebandlung und nachrol 

Die oheMische Behandlung „ird bevorzugt durch Behandlung 
»t e lne . Brsulfit (-Hydrogensulfit, Disulfit, , wlede "l 

bL°i r riT r r h iUmblSUlfit <Keni9er * 
bxsulfrt, durchgefuhrt. Entweder erfolgt die Reaktion 

Ei^ett ner r li2ie " en VarlantS ' beV °" U ^ hier Cie 

Exnbettung der DNA in Agarose, urn die DNA wahrend der. Be- 
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handlung rn ernzelstrangigen Zustand zu ha lten, oder aber 
nach erner neuen Variante durch Behandlung in Gegenwart 
r 5 7 Wfa "'- — "enaturierenden Reagents 

bevorzugt ein °ligeothylenglykoldialkylet„er Oder Li- 
sprelsweise Dioxan. Vor der PCR Reaktlon warden die Rea- 
genzxen entweder durch W asohen im Fa lle der Agarosemetho- 
de oder exnem DNA-Auf reinigungsverfahren (stand der Teoh- 
nxk Fallung oder Bindung an eine Pestphase, Membran, 
entfernt oder aber einfach duroh Verdunnung in einen Kon- 

rlTT tT 9ebraCht ' der die M nicht mehr sig- 

mfikant beeinflusst. 

in, dritten Schritt des Verfahrens wird eine Amplication 
der bxsuifit-behandelten DNA durehgef ahrt . Die Amplifika- 
txonsmethode bevorzugt dabei die zu untersuohende DNA in, 
Verglerch zur Hintergrund-DNA. Dabei wird duroh Variation 
der Nukleotidkonzentration in der PCR eine solche Bevor- 
zugung erreioht. Sohon bei gleioher Konzentration aller 4 
Nukleotxde in der PCR kann es zu einer ungleiohen Ampli- 
frkation ehemals methylierter und unmethylierter DNA tan- 
men. Auoh wenn in einer PCR-Reaktion dieae Bevorzugung in 
exnem Amplif ikationszyklus gering ausfailt, S o kann aich 
naoh den ublichen 30-40 Zyklen dennooh ein erheblioher 
Bras hinsiohtlich der Amplifikationsef f izienz ergeben 
Grundlegende Idee der vorliegenden Erfindung ist es nun, 
aroh dresen im allgemeinen unerwunsohten Effekt zunutze . 
zu machen, indem man eine Bevorzugung der zu untersuchen- 
den DNA xm Vergleioh zur Hintergrund DNA duroh Adaption 
der PCR-Bedingungen versoharft. Das erf indungsgemaBe Ver- 
fahren exgnet sioh dabei besonders fur die bevorzugte 
Amplxfikation nioht methylierter DNA gegenuber methylier- 
ter Hxntergrund-DNA. Insbesondere die relative Konzentra- 
txon der Nukleotide zueinander soli hier geandert warden, 
urn exnen solohen Bias zugunsten der ursprunglioh nioht 
methylxerten DNA zu erreichen. wird nioht methylierte DNA 
mrt Bxsulfit behandelt, so ergibt sioh naoh der Amplif i- 
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katror, ein Fragment, das sehr vie! weniger CG Basenpaare 
enthalten kann ale ein Fragment, dass aus einer entspre! 
chenden methylierten DNA erzeugt wurde. E i„e Be.orzugung 
Errind TT^" DNA wird also in der vorliegenden 
Krfrndung dadurch erreicht, dass der PCR-Reaktion Lent- 

X * " Und/ ° der dG " wird als dATP 

lilt T UrCh d " S die dCTP "» Nucleotide also 

llmitxerend werden in der PCR, „ ir d die an C und G armere 

2U " nterSUC hende DNA 9egenaber der Hintergrund-DNA bevor! 

Analog kann auch auf anderem Wage eine Bevorzugung der zu 
untersuchenden DNA durch Veranderung der. NukleotiLsam- 
menaetzung erreicht werden. So kannen z.B. terminierende 
Nukleotadtriphosphate, „ie bei sp iel SW ei se Dideozyderiva! 
te x„ geringen Konzentrationen eingeaetzt werden. selbi- 
ge fuhren durch Abbruoh der Kettenverlangerung in der Po- 
lymerasereaktion zu einer verminderten Amplif ikations- 
effrzxenz, aber wiederum wird die Hintergrund-DNA in der 
Amplication dadurch starker beeintrachtigt als die 
nicht methylierte zu untersuchende DNA, wean beispiels- 
wexse ddCTP Oder ddGTP als Terminatoren ausgewahlt war- 
den. 

Eine weitere Adaption der PCR-Bedingungen kann durch die 
veranderung der Denaturierungstemperatur erfolgen. Ei n9 
nxedrigere Denaturierungstemperatur begunstigt wiederum ■ 
die ursprttnglich nicht methylierte DNA, da diese bei 
sonst gleicher Sequenz weniger C/G Basenpaare enthalt 
Dre urspranglich methylierte DNA wird daher unter diesen 
Bedxngungen nur unvollstandig aufgeschmolzen und steht im 
folgenden Amplifikationszyklus nicht gls 
fugung. 

Besonders bevorzugt werden die Anderung der Denaturie- 
ungstemperatur und die oben beschriebenen Anderungen in 
der Nukleotxdzusammensetzung kombiniert eingesetzt, urn 
schlxeBlich eine Amplif ikation der Hintergrund DNA uber 
mehrere Zyklen praktisch vollstandig zu unterdrucken. 
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IZl I gSgema&B Verfahren »«» auch bevorzugt in 
Kombxnatxon mlt einer geeigneten Methods <wie z B MSP. 
und dazu paasenden Methylierungspositionen vJ^L- 
den, dxe auch ansonsten die selektive Amplication dlr 

zztztt dns eriauben - ^ ~ 

dlss Le r erf ° l9t dabSi MOh d - ^amisse, 

oass sxe sxch zwischen Hintergrund-DNA und zu untersul 
chender dna hinsicntlich i„ re r Methylierung so sehTwie 

Lin , he±den S ° llten - ° aZU W « den b —gt zu- 

nachst dl e Methylierungsprof ile der je „eils ln Pr * ™ 

menden Abschnitte sines G ena sowohl fur die zu untersu 
chenden Tumore als auch fur die Hintergrund-DNA auage- 
sunden Individuen bestimmt. Diejenigen Positionen die 
dxe gronten Unterschiede zwischen Tumor DMA und Hinter- 
grund-DNA <beiepiels„eise im Serum, aufweisen, warden als 
Methylxerungspositionen ausgewahlt, die von genannten 1- 
thoden unterschieden werden aoiien. Seiche Poaitienen 
axnd fur eine Vielzahl von Genen bereits bekannt, bei- 
apxelswexae far GSTpi, fur H IC-1 und MGMT ,vo„ Wronski 

TiUTTl Tano K - Mitra s - Bi9ner DD ' "»~* »■ 

(1992 Cytoaxne methylation and suppreasion of 06- 
methylguanine-DNA methyltransferase expression in hvm an 
rhabdomyosarcoma ceil lines and xenografts. Oncol 
Res.,.4H- 5 >:167-74; Esteller M, Toyota M, Sanchez- 
Cespedes M, capella G, Peinado MA, «atkins DN, Isaa JP, 

of the S DNA D ' Bayl±n Herma " (20 °°>< I-ctivati 0 ; 

of the DNA repaxr gene 06-methylguanine-DNA methyltrana- 

to r: u L y t Pr0m0ter hW — i- associated with G 
to A mutatxons xn K-raa in colorectal tumorigeneaia. Can- 
cer Res. May 1;60 (9) :2368-71). 

DNA h kf r SSlektiVen ^P"f"ation der zu untersuchenden 

k ° nnen nun b avorzugt, nach an sich bekannten Verfah- 
ren, der Methylierungsstatua mehrerer weiterer CpG- 
Posxtxonen bestimmt werden. Dabei ist der Bias der Ampli- 
fxkatxon zu berucksichtigen, es kann in dieses, Falls also 
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^11^%^ ™ Eine Bestati 9 u "9 0" Ergebnisses aus 
der Amplification gehen. 

TJZtlltT 0ffenSichtlich ' auch in diesem Fall 

von ^ tSteh ! n Slnes PCR Fragments se l bst „ Eln2elfall 
Inoh ^ re r AuSsa ^ k «ft ssin kann, sofern man , wie 

bareita^iH T ^ SltUati ° n ^i* 9 *" — «° 

bererts zn de r Amplication untersuchte Position prak- 

txsch zu 100% beispielsweise in der Hintergrund-DNA un- 

lufmetnT V r lle9t ' 3ed0 ° h ln 2U ^tersuchenden DNA 

aufmethylxert vorliegt. Dies kann im Einzelfall bereits 
hinreichend fur eine Diagnose sein 

Bevorzugt ist es, daaa in einer PCR-Raaktion mehrere 
Fragmente gleichzeitig erzeugt warden, d.h. dees eine 
Multxplez-PCR durchgefuhrt „ird. Bai deren Design muss 
darauf geachtet warden, dass nioht nur die Primer, son- 
dern auoh eventuell weitere eingesetzte Oligonukleotida 
nreht zuernander komplementar sein dUrfen. Jedoch hat man 
ber bzsulfzt-behandelter DNA den.Vorteil, dass aufgrund 
des unterschiediichen G- und C-Gehaltes der beiden DNA- 
Strange ein Forward-Primer niemals auch als Reverse- 
Prrmer fungieren kann, was die Multiplexierung erleieh- 



Im ernfachsten Fall warden nun die entstandenen Fragmente 
naohgewresen. Dazu komman alia moglichen bekannten mole- 
kularbrologrsehen Verfahren in Frage, via Gelelektropho- 
rese, Seguenzierung, Flussigchromatographie Oder Hybridi- 
srerungan. Dies ware auoh zur Qualitatskontrolle der vo- 
rangehenden Verfahrensschritte denkbar. wie oben ausge- 
fuhrt, zst jedooh die naohfolgende Analyse des Methlylie- 
rungagradea weitarer CpG-Positionen basonders bevorzugt. 

Detektionstechniken, die sioh dafur besonders eignan, • 
srnd dre Hybridisierung an Oligomerarrays und beispiels- 
weise Primer-Extenaion (MiniSeguenzierung) Reaktionen. 
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VeL T " n9 ^ ° ligom «" tonn ohne weitere 

ve r ,nde ru „ g von Protokollen gegenaber de ra nMchstliegendan 
Stand der Technik verwendet warden <01ek A, olek S, War 
ter j, WO-Patent 9928498). Je dooh 1st es bevorzugt die 
^Pl^xkate an einen taay von oiigoraeren zu hybridisit 

ten OUgonukleotidan besteht, von denen eines Jewells 
stark bevorzugt an einen ein urspru„gli ch unmethyliertes 
CPC enthaltenden D N A-Abschnitt hybridisiert und L . 

* T ^ Stark bSVOr2Ugt an den -tsprechenden Ab- 
schnxtt, ,n de m ursprunglich ein methyliertes CpG enthal- 

katiir'^^ 15 BisUlfit - B ^andiung und An.plifi- 

katron . Besonders bevorzugt ist in dieses Fall das Alli- 
ed T \V* flmPlifikat9 "uoreszent Oder radioaktiv 
Oder mrt abWsbaren Massentags markiert, so dass sich 
nach der Hybridisierung die an die beiden Oligonucleotide 
ernes Paares gebundenen Fragmente anhand dieser Markie- 
rung nachweisen und guantifizieren lasaen. Man erhalt ein 
IntensrtatsverhSltnis, aus de m „ beispielsweise nach 
Exchung d es Experiences mit vollstMndig methylierter und 
unmethylxerter DNA den Methylierungsgrad an der Jeweili- 
gen CpG-Position bestizzaen kann, wobei hiar wlederum der 
Bras xn der Amplif ikation zu berucksichtigen ist. Auf ei- 
7 S ° 1Chen 01i 9°«'sr-Array lasst aich eine Vielzahl von 
Fragmenten gleichzeitig nachweisen. Es ist ainnvoll und 
bevorzugt, dass der Array auoh Oligomere zur Kontrolle 
das ExperiMfcntes enthalt, da so beispielsweise das Ver- 
haltnxs der in die Analyse eingehenden zu untersuchenden 
DNA zur Hxntergrund-DNA bestimmt werden kann. 

Primerextensionsreaktionen konnen ebenfalls an auf ainer 
Fastphase i^obilisierten Oligonukleotide ausgefahrt war- 
den. Obglexch „xcht zwingend erfcrderlich, ist die lnra o- 
bxlxsxerung dxeser Primer bevorzugt, da in der Regal aina 

lersucht TOn ri CpG - POSiti ° n - — —reran Az-plirikaten un- 
tersucht werdan soil und dies auf einer Fastphase, also 
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an einem Oligoxnerarrays, bedeutend leichter und in einam 
Expert nt durchfanrbar 1st. Es ist besonders b ^rlZ 

, , a erroJ -gt. Es ist besonders bevorzuat 

Zllol T^ DldeS ^ th ^i-in und Didesoxy Py tidin IT 
Nukleotxde zugesetzt warden und dass diese jeweils mit 
"7 unte «<*iedlichen Fluoreszenzfarbstof f markiert 
sxnd, wobei allerdings auch andere, unterscheidbare Mar- 
kxerungen wxe Massentags denkbar und bevorzugt sxnd. Nach 
1Mt B -^«t-Behandlu„g und Amplication Lgen ene^- 
1*9. methylierte CG als CG und nicht methylierte CG nun! 
mehr als TG vor. Die Primerextensionsreaktion fuhrt daher 
entweder zu. Einbau eines Didesoxycytidins Oder Dideso- 
xythymxdxns. Aus dem Verhaltnis der far diese beiden Ter- 
mxnatoren jeweils detektierten Fluoreszenzmarkierungen 
lasst sxch auf die Methylierung der jeweiligen Position 

Fax H ; ^ 3UCh n09llCh Und b — in dxesem 
mxoin H P " m ; reXtension -it Desoxyoytidin und Desoxythy- 
mxdxn durchzufuhren, „enn man kein Guaninderivat zugibt 
und demzufolge bei einer TG Oder CG Sequenz bereita nach 
exner Base die Primerextension ohnehin endet. Zudem ist 

duroh e n f , allS ^ VOrZU9t ' dle ^ys° «<* dem Gegenstrang 
duroh Unterschexdung von CA und CG analog durchzufuhren, 
dann entapreohend nit Didesoxy-ATP und Didesoxy-GTP Oder 
deren Derivaten. Die Auswahl der Positionen und die der 
Termxnatoren und Nukleotide in der Primerverlangerungs- 
reaktxon muss mit der Auswahl der Nukleotide und Reakti- 
onsbedxngungen in der erf indungsgemMen Amplication ab- 
gestxmmt werden. Die sinnvollen und sinnlosen Kombinatio- 
nen werden fur den Faohmann of fensiohtlioh sein. 

Eine besonders bevorzugte Variante des Verfahrena ist 
dxe Analyse von CpG-Positionen duroh Verwendung von rag- 
man Oder Lightcyoler-lechnologievarianten unmittelbar 
wahrend der Amplif ikatxon . Dabei werden zusatzlich zu den 
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Oligonukleotiden, die f ur die Amplication der zu 
euchenden DNA aorgen. „ eltere f iuore S2 enzmarkierte 
nukleotxde zugeeetzt, und die Anderung der Fluoreazenz 
wahrend der PCR-Reaktion gemeasen. Dabel erhalt 
wregend, „eil ja hauptsMchlich die zu unterauchende DNA 

Z ITT" " ird ' aUCK di "~ ««anderung 
™ r U ber den Methylierungsatatua L- 

TZtT" POSitl ° nen - °* verachiedene Oligonukleoti- 
farbatoT 9 ""V unte -^iedliche„ Fluoreszen.- 

ITT WSrden ' iSt aUCh eine "nteracheidung 

der Fluorez 2 en 2a „derung wahrend der pCR f 

achredene Poaitionen und Fragmente miSglich. 

Dieae damit vom Methylierungastatua abhSngige Fluores- 
zenzanderung kann duroh zahlreiche Methoden er 2 ielt wer- 
tTlLT d8nen hi8r beispielhaft 2 »ei aurgeftort warden 

2um einen konnen bevorzugt Oligonukleotid Sonden verwen- 
det warden, die apezifiach entweder an eine Sequenz bin- 
den, dze durch chemiache Behandlung aua einer an der ent- 
sprechenden Position unmethylierten DNA hervorgegangen 
rat, oder aber entaprechend an ainer Sequenz, die durch 
chemxsche Behandiung aua einer an dar entaprachenden Po- 
aind°b met ^ lie " 6n DNA ^rvorgegangen iat. Dieae Sonden 
arnd besondera bevorzugt mit 2 „ei Fluoreszenzf arbatof fan 
veraehen, einem Quencherfarbatoff und einem als Marker 
drenenden Fluoreszenzfarbstof f . Beide aind mit der glei- 
chen Oligonukleotidsonde verknupft. Findet nun eine PCR- 
Reaktzon mit der zu untersuchenden DNA ale Templet atatt, 
ao wzrd dxe PCR Reaktion dieamal durch die flu orea 2 ent 
markrarte Oligomaraonda biockiert. Da dieaa jedoch nicht 
gegen die Nukleaseaktlvitat der Polymerase reaiatent iat, 
frndet ern Abbau der an die Templat-DNA gebundenen Sonde 
wehrend der PCR-Reaktion atatt, dar mit dar Bindungsef fi- 
2 renz der Sonde an daa Templet korreliert, da die nicht 
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gebundene Sonde von der Polymerase nicht abgebaut wird. 
Der Abbau der Sonde wird nun dadurch, dass dabei der 
Quencherfarbstoff und der als Marker dienende Fluores- 
zenzfarbstoff voneinander getrennt werden, durch eine Zu- 
nahme der Fluoreszenz des Markerfarbstof fs unmittelbar 
sxchtbar. Im Prinzip handelt es sich hierbei um eine Va- 
nante des sogenannten Taqman Assays. 

Was man demnach misst, 1st das Entstehen eines PGR Pro- 
duces aus der zu untersuchenden DNA, jedoch nur dann 
wenn die untersuchte Position auch in dem Methylierungs- 
zustand vorliegt, den die Sonde durch Hybridisieren an 
die chemisch behandelte DNA detektieren kann. Eine Gegen- 
probe mit einer Sonde, die entsprechend an die betreffen- 
de C P G-Position im anderen Methylierungszustand binden 
wUrde, ist daher zweckmafiig und bevorzugt. 

Bevorzugt werden verschiedene Fluoreszenzf arbstof fe mit 
unterschiedlichen Emissionswellenlangen an mehreren Son- 
den zusammen mit dem Quencher eingesetzt, um eine Unter- 
scheidbarkeit der Sonden und damit eine Multiplexierung 
zu erreichen. 

Auch bei einem solchen Assay werden an die betreffende 
CpG-Position bindende Oligonukleotide eingesetzt, die ei- 
ne signifikante Amplif ikation der Hintergrund-DNA verhin- 
dern. Die Amplif ikation der zu untersuchenden DNA kann 
auch derart analysiert werden, dass man die gleiche Posi- 
tion auch mit einer Sonde wie oben beschrieben untersucht 
und die Amplication demnach durch eine an die betref- 
fende CpG-Position bindende Sonde nachweist. In diesem 
Fall xst es besonders bevorzugt, dass das nicht abbaubare 
Oligonukleotid selektiv an die Hintergrund-DNA bindet, 
wahrend die f luoreszenzmarkierte Sonde an die zu untersu- 
chende DNA bindet. In einer besonders bevorzugten Varian- 
te des Verfahrens weisen dabei die Sonde und das nicht 
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abbaubare Oiigonukleotid bis auf bevorzugt eine, nicht 
aber raehr als zwei Nukleobasen die gleiche Sequenz auf. 



Bevorzugt ist es auch, dass mit einer Sonde mehrere Posi- 
txonen gleichzeitig auf ihren Methylierungsgrad unter- 
sucht werden konnen. 

1st eine genauere Quantif izierung des Methylierungs grades 
einer Position wiinschenswert, so konnen bevorzugt auch 
zwex mit einander konkurrierende Sonden mit unterschied- 
lichen Farbstoffen eingesetzt werden, wobei eine wiederum 
xm Fall einer unmethylierten Position in der zu untersu- 
chenden DNA, die andere umgekehrt im Falle einer methy- 
lxerten Position bevorzugt bindet. Aus dem Verhaltnis der 
Fluoreszenzzunahmen fur die beiden Farbstoffe lasst sich 
dann wiederum auf den Methylierungs zustand der untersuch- 
ten Position schliefien, aber auch auf die erfolgreiche 
Durchfuhrung der far die zu untersuchende DNA spezifi- 
schen Amplif ikation. 

Ein grundsatzlich anderes Verfahren, bei dem jedoch auch 
wahrend der PGR eine Fluoreszenzanderung erfolgt, ist ge- 
genwartig als LightCycler™ Technologie bekannt. Dabei 
wird ausgenutzt, dass ein Fluoreszenz-Resonanz- 
Energietransfer (FRET) zwischen zwei Farbstoffen nur er- 
folgen kann, wenn diese sich in unmittelbarer Nahe, das 
hexBt 1-5 Nukleotide voneinander entfernt befinden. Nur 
dann kann der zweite Farbstoff von der Emission des ers- 
ten Farbstoffes angeregt werden und dann seinerseits 
Licht einer anderen Wellenlange emittieren, das dann de- 
tektiert wird. 

Im vorliegenden Fall der Methylierungsanalyse erfolgt ei- 
ne Hybridisierung einer f luoreszenzmarkierten Sonde an 
die betreffende chemisch behandelte DNA an eine CpG- 
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Posxtxon, und die Bindung dieser Sonde hangt wiederum da 
von ab, ob die zu untersuchende DNA an dieser Position 
vor der Bisulf it-Behandlung methyliert oder unmethyliert 
vorlag. Unmittelbar benachbart zu dieser Sonde bindet ei 
ne weitere Sonde mit einem anderen Fluoreszenzfarbstof f . 
Dxese Bindung erfolgt bevorzugt wiederum methylierungsab 
hangig, wenn in dem betref fenden ' Sequenzabschnitt eine 
weitere methylierbare Position vorliegt. Wahrend der 
Amplification wird nun die DNA vermehrt, weshalb immer 
mehr f luoreszenzmarkierte Sonden benachbart an die 
betreffende Position binden, sofern diese den dafOr er- 
forderlichen Methylierungszustand aufwies, und daher ein 
zunehmender FRET gemessen wird. 

Auch bei diesem Verfahren erfolgt bevorzugt eine Mul- 
tiplexierung mit mehreren verschieden f lucres zenzmarkier- 
ten Sonden. 



Zusammenfassend ist ein Verfahren zum Nachweis von Cyto- 
sin-Methylierung in DNA-Proben besonders bevorzugt, bei 
welchem die folgenden Schritte aiisgefiihrt werden: Zuerst 
wird eine genomische DNA-Probe, welche zu untersuchende 
DNA und Hintergrund-DNA umfasst, chemisch derart behan- 
delt, dass alle nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil 
umgewandelt werden, wahrend die 5-Methylcytosinbasen un- 
verandert bleiben, dann wird die chemisch behandelte DNA- 
Probe unter Verwendung von mindestens 2 Primeroligonukle- 
otiden sowie einer Polymerase amplifiziert, wobei die zu 
untersuchende DNA gegentiber der Hintergrund-DNA als 
Templat bevorzugt wird und im nachsten Schritt werden die 
Amplifikate analysiert und aus dem Vorliegen eines Ampli- 
fikates und/oder aus der Analyse weiterer Positionen auf 
den Methylierungsstatus in der zu untersuchenden DNA ge- 
schlossen. 
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In einer besonders bevorzugten Variante des erf indungsge- 
maSen enthalt des Nukleotidgemisch nur 2'-Desoxy- 
Guanosintriphosphat (dGTP) , 2' -Desoxy-Adenosintriphosphat 
(dATP) und 2 ' -Desoxy-Thymidintriphosphat (dTTP) . Es ist 
jedoch ebenfalls bevorzugt, dass das Nukleotidgemisch zu- 
dem eine verhaltnismaSig geringe Konzentration an 2'- 
Desoxy-Cytidintriphosphat (dCTP) enthalt. Besonders be- 
vorzugt ist die dCTP Anfangskonzentration dann bei der 
Amplifikation hochstens halb so hoch ist wie die durch- 
schnittliche Anfangskonzentration der anderen drei Nukle- 
otide. 

In einer ebenfalls besonders bevorzugten Verf ahrensvari- 
ante enthalt das Nukleotidgemisch nur 2'-Desoxy- 
Cytidintriphosphat (dCTP) , 2' -Desoxy-Adenosintriphosphat 
(dATP) und 2 '-Desoxy-Thymidintriphosphat (dTTP). Es ist 
jedoch ebenfalls bevorzugt, dass das Nukleotidgemisch zu- 
dem eine verhaltnismalSig geringe Konzentration an 2'- 
Desoxy-Guanosintriphosphat (dGTP) enthalt. Besonders be- 
vorzugt ist die die dGTP Anfangskonzentration dann bei 
der Amplifikation hochstens halb so hoch wie die durch- 
schnittliche Anfangskonzentration der anderen drei Nukle- 
otide . 

In einer weiteren, besonders bevorzugten Variante des 
Verfahrens wird die Denaturierungstemperatur in der PCR 
so verandert, dass die zu untersuchende DNA aufgeschmol- 
zen wird, nicht aber die Hint ergrund- DNA. 



In einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante erfolgt 
die Analyse oder die weitere Analyse mittels Hybridisie- 
rung an Oligomer-Arrays , wobei Oligomere. Nukleinsauren 
oder in ihren Hybridisierungseigenschaften ahnliche Mole- 
kule wie PNAs sein kSnnen. Bevorzugt hybridisieren die 
Oligomere uber einen 12-22 Basen langen Abschnitt an die 
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zu analysierende DNA und umfassen ein CG, TG Oder CA Di- 
nukleotrd. Kit dieser Methoda wird bevorzugt der Methy- 
lierungsstatus von mehr als 20 Methylierungspositionen 
der zu untersuchenden DNA in einem Experiment nachgewie- 
sen, besonders bevorzugt sind es mehr als 60 Methylie- 
rungsposit ionen . 

Besonders bevorzugt 1st auch ein Verfahren, bei dem die 
wextere Analyse durch Langenmessung der amplif izierten zu 
untersuchenden DNA erfolgt, wobei Methoden zur LSngenmes- 
sung Gelelektrophorese, Kapillargelelektrophorese, Chro- 
matographie (z.B. HPLC) , Massenspektrometrie und andere 
geeignete Methoden umfassen. 

Besonders bevorzugt ist auch ein Verfahren, bei dem die 
wextere Analyse durch Sequenzierung erfolgt, wobei Metho- 
den zur Sequenzierung die Sanger-Methode, Maxam-Gilbert- 
Methode und andere Methoden wie Sequencing by Hybridisa- 
tion (SBH) umfassen. Wiederum bevorzugt ist ein Verfah- 
ren, wobei die Sequenzierung (nach Sanger) far jede oder 
erne kleine Gruppe von CpG Posit ionen mit jeweils einem 
separaten Primeroligonukleotid ausgefiihrt wird und die 
Verlangerung der Primer nur eine oder einige wenige Basen 
ausmacht, und aus der Art der Primerverlangerung auf den 
Methylrerungsstatus der betreffenden Positionen in der zu 
untersuchenden DNA geschlossen wird. 

In einer besonders bevorzugten Verf ahrensvariante wird 
aus dem Methylierungsgrad an den verschiedenen untersuch- 
ten C P G Positionen auf das Vorliegen einer Erkrankung o- 
der ernes anderen medizinischen Zustandes des Patienten 
geschlossen. 

Besonders bevorzugt sind auch die Amplifikate selbst far 
dxe Detektion mit einer nachweisbaren Markierung verse- 
hen. Bei diesen Markierungen handelt es sich bevorzugt urn 
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Fluoreszenzmarkierungen, Radionuklide oder ablesbare Mas- 

T 9Sn ' ^ elnSm ^ as senspektrometer naohge 

wiesen wercien. y 

Weiterhin 1st ein Verfahren bevorzugt, bei den, bai dar 
I^* 1 " elnSr d " » reatphaae gebunden 

It-"™ 81,16 Verfah ™^a„ta, wobei dia 

^ lnSgSSamt *» Mi ™ Pyrometer naohgewiesen 

sLTsznd. ^ ^ * eindeutl 3 oharakteri- 

Ein weiterer Gegenstand dar vorliegenden Erfindung iat 
dze Verwendung ainaa der besohriebenen Varfahren zur Di- 
agnose und/cdar Prognose naehteiliger Ereignisae far Pa- 
txenten oder Individuen, wobei diese nachtailigen Ereig- 
nrsse znrndestens einer dar folgenden Katagorien angehe- 
ren: unerwunschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankun- 
gen; CNS-Fehlfunktionen, Sohaden Oder Krankheit; Aggres- 
sronssymptome oder VerhaltensstSrungen; klinische, psy- 
ohologische und soziale Konsequenzen von Gehirnsohadigun- 
gan; psychotische Storungen und Personliohkeitsstorungen; 
Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare 
Krankheit, Fehlfunktion und Sohadigung; Fehlfunktion, 
schadrgung oder Krankheit des gsatrointestinslen Traktes; 
Fehlfunktion, Sohadigung oder Krankheit des Atmungssys- 
tems; Verietzung, Entzundung, Infektion, Inrounitat 
und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Sohadigung oder 
Krankhert des KOrpers ais Abweichung im Entwicklungspro- 
zess; Fehlfunktion, Sohadigung oder Krankheit der Haut 

und ZT b^' T Btndegeweb - *»r Knochen; endokrrne 

und metabolrsche Fehlfunktion, Sohadigung oder Krankheit; 
Kopfsohmerzen Oder sexuelle Fehlfunktion. 
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ZZT £ 2T U9t V ™*» g — *r beachriebe- 

ben ZlUltVT ° nterSCheidU ^ ™» ^ oder Saw*, 
ben oder zur Unterauchung der Zelldif ferenzierung. 

Ill W KTT\ G T nSt * nd TOrlis 9enden Brfindung 1st 
ueL p BiSUlfit -^haitenen Rea- 

12 LoIiTr/ nd Sinem " Ukle ° tid ^--h »«r Herstellung 
der Suphfitaf, aowie optional einer Anleitung zur 
Duro hltlh rung zujzindest einer der beschriebenen g v ^ ah . 
rensvarianten. 

Bzaulfxt-Reagenz, dem Huxleotidgemiach aowie den Primern 
dxe eznzeln oder ala Ge m iaon enthalten aein fconnen 

Daa NuJceotidgemisch umfaest bevorzugt nur 2'-Deaoxy- 

(dATP) and 2'-Desoxy-Thymidintri P ho sp hat (dTTP) . Es 1st 
ledooh ebenfaile bevorzugt, dasa das Nuxieotidgemisch zu- 
dem erne verhaltniamafiig geringe Konzentration an V- 
Desoxy-Cytidintriphoaphat (dCTP, enthalt. Besondera be- 
vorzugt iat die dCTP Konzentration hSchstens halb ao hoch 

d~<Tv dle durchschnittli =he Konzentration der anderen 
arei Nukleotide. 

Das Nukleotidgemisch umfasst ebenfalls bevorzugt nur 2'- 
Desoxy-cytidintriphosphat (dCTP) , 2'-Desoxy- 
Adenosintriphosphat (dATP) und 2 • -Desoxy- 
Thymidintriphosphat (dTTP) . E s ist jedoch ebenfalls be- 
vorzugt, dass das Nukleotidgemisch zudem eine verhaltnis- 
maSxg geringe Konzentration an 2' -Desoxy- 
Guanosintriphosphat (dGTP) enthalt. Besonders bevorzugt 
xst dxe dxe dGTP Konzentration hochstens halb so hoch wie 
dxe durchschnittliche Konzentration der anderen drei 
Nukleotide. 



14Q7-a.DOC 



34 



Das Nukleotidgemisch kaim auch Didesoxynukleotide enthal- 
ten. Zudem kann der Kit Puf ferkomponenten fur die Ampli- 
fxkatxon und/oder die Bisulf itreaktion enthalten * 



Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung: 

Herstellung der Templat-DNA und Etablierung einer methy- 
lierungssensitiven PCR fQr GSTpl 

Als Templat-DNA dienen humane DMA aus peripherem Blut 
(Promega, Madison USA), unbehandelt und in vitro enzyma- 
tisch methyliert, die einer Bisulf it-Behandlung unterzo- 
gen wurde, sowie entsprechende nicht methylierte DNA, die 
ebenfalls einer Bisulf it-Behandlung unterzogen wurde. Fur 
die Methylierung aller CG-Dinukleotid wurden 6 ug DNA in 
exnem Reaktionsvolumen von 150 pi mit Sssl (New England 
Biolabs, Frankfurt /Main) nach Herstellerangaben umgesetzt. 
Die Bisulfit-Behandlung erfolgte nach einem publiziertexn 
Verfahren (Olek A, Oswald J, Walter J. A modified and im- 
proved method for bisulphate based cytosine methylation 
analysis. Nucleic Acids Res. 1996 DEC 15;24 (24) : 5064-6) . 

Ein 153 bp GSTpl Fragment (Position 1242-1393 in Sequenz 
Acc-Nr M24485.1 ) wurde mit den Bisulf it-DNA spezifischen 
Primer 2cf GTTTT (CT) GTTATTAGTGAGT und 2cr 
TCCTAAATCCCCTAAACC in einem Reaktionsvolumen von 25 pi 

(lx Reaktionspuffer, Qiagen; 1 u HotstarTaq, Qiagen; 
dNTPs jedes 200 pM, ausser dCTP 75 pM, jeder Primer 500 
nM , 0,05-10 ng Bisulf it-behandelte Templat-DNA) unter 
folgenden PCR-Bedingungen (95 °c - 15 min; 46 Zyklen- 
88.5°C - 0:45 min, 52 °C - 0:45 min, 72 °C - 0:20 min; 72 

C - 10 min) amplifiziert. Durch Sequenzierung der GSTpl 
Fragments konnte gezeigt werden, dass humane DNA aus pe- 
ripherem Blut fur dieses Fragment keine methylierten CG- 
Dxnukleotide hat, wogegen in der Sssl-behandelten DNA al- 
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le CG-Dinukleotide in der methylierten Form vorliegen. E 
kann gezeigt werden, dass die PGR fur die nicht methy- 
Herte DNA bei gleicher Anf angskonzentration deutlich ef 
fxzxenter ablauft als fur die methylierte DNA, fur die 
unter den gewahlten Bedingungen praktisch kein nachweis- 
bares Produkt erhalten wurde. 
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PatentansprQche 

Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierung in 
DNA-Proben, dadurch gekennzeichnet, dass man die fol- 
genden Schritte ausfuhrt: 

man behandelt eine genomische DNA-Probe, welche 2U 
untersuchende DNA und Hintergrund-DNA umfasst, che- 
mxsch derart, dass alle nicht methylierten Cytosinba- 
sen xn Uracil umgewandelt werden, wahrend die 5- 
Methylcytosinbasen unverandert bleiben, 
man amplif i zie rt die chemisch behandelte DNA-Probe 
unter Verwendung von mindestens 2 Primeroligonukleo- 
txden sowie einer Polymerase und eines Nukleotidgemi - 
sches, dessen Zusammensetzung 2U einer bevorzugten 
Amplication der zu untersuchenden DNA gegenuber der 
Hxntergrund-DNA fuhrt void 

man schliefit aus dem Vorliegen. oder der Produktmenge 
eines Amplifikates auf den Methyl ierungsstatus in der 
zu untersuchenden DNA. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Nukleotidgemisch nur 2'-Desoxy- 
Guanosintriphosphat (dGTP) , 2'-Desoxy- 
Adenosintriphosphat (dATP) und 2'-Desoxy- 
Thymidintriphosphat (dTTP) enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Nukleotidgemisch zudem eine verbal tnismaSig 
gerxnge Konzentration an 2' -Desoxy-Cytidintriphosphat 
(dCTP) enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass die dCTP Anfangskonzentration bei der Amplifika- 
txon h6chstens halb so hoch ist wie die durchschnitt- 
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liche Anfangskonzentration der anderen drei Nukleoti 
de in besagtem Nukleotidgemisch. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass das Nukleotidgemisch nur 2'-Desoxy- 
Cytidintriphosphat (dCTP) , 2'-Desoxy- 
Adenosintriphosphat (dATP) und 2'-Desoxy- 
Thymidintriphosphat (dTTP) enthalt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Nukleotidgemisch zudem eine verhaltnismafiig 
geringe Konzentration an 2'-Desoxy- 
Guanosintriphosphat (dGTP) enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die dGTP Anfangskonzentration bei der Amplif ika- 
tion hochstens halb so hoch ist wie die durchschnitt- 
liche Anfangskonzentration der anderen drei Nukleoti - 
de in besagtem Nukleotidgemisch. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass anstelle von 2'-Desoxy- 
thymidintriphosphat 2 ' -Desoxy-uridintriphosphat ein- 
gesetzt wird. 

9. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass terminierende Didesoxy- 
nukleotide in der Amplif ikation eingesetzt werden. 

10. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Denaturierungstempe- 
ratur in der PCR-Amplif ikation unter 90 °C liegt. 

11. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass man die Proben-DNA aus 
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Serum, Plasma, Urin, Sputum oder anderen Korperflus- 
sigkexten eines Individuums gewinnt. 

12 . Verf ahren nach einem der voranstehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, dass man die chemische Be- 
handlung mit einem Bisulfit (-Disulfit, Hydrogensul- 
fit) dur chf iihr t . 



13. Verf ahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass die chemische Behandlung nach Einbetten der DNA 
xn Agarose erfolgt. 

14. Verf ahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass bei der chemischen Behandlung ein die DMA-Duplex 
denaturierendes Reagenz und/oder ein Radikalfanger 
zugegen ist. 

15. Verf ahren nach einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass man die Amplif ikation in 
Gegenwart mindestens eines weiteren Oligonukleotids 
Oder eines PNA-Oligomers durchfuhrt, welches an ein 
5'-CG-3--Dinukleotid oder ein 5'-TG-3'-Dinukleotid 
oder ein 5--CA-3'-Dinukleotid bindet, wobei das wei- 
tere Oligonukleotid oder PNA-Oligomer bevorzugt an 
die Hintergrund-DNA bindet und deren Amplif ikation 
beeintrachtigt . 

Verf ahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass diese Bindungsstelle des weiteren Oligonukleo- 
tids oder PNA-Oligomers mit den Bindungstellen der 
Primer auf der Hintergrund-DNA uberlappt und das wei- 
tere Oligonukleotid oder PNA-Oligomer somit das Bin- 
den mindestens eines Primeroligonukleotids an die 
Hintergrund-DNA behindert . 



16 
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17. Verfahren nach einem der Anspruche 15 oder 16, da- 
durch gekennzeichnet, dass mindestens zwei weitere 
Olzgonukleotide oder PNA-Oligomere eingesetzt werden, 
wobex deren Bindungss telle wiederum jewel Is mit der 
Bxndungsstelle eines Primers an die Hintergund-DNA 
uberlappt und besagte weitere Oligonukleotide 
und/oder PNA-Oligomere somit das Binden beider Prime- 
rolxgonukleotide an die Hintergrund-DNA behindem. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dass die weiteren Oligonukleotide 
und/oder PNA-Oligomere in mindestens der funffachen 
Konzentration im Vergleich zu den Primeroligo- 
nukleotiden vorliegen. 

19- Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche 

dadurch gekennzeichnet, dass die verwendete Polymera- 
se keine 5 '-3' Exonukleaseaktivitat aufweist. 

20. verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, dass die weiteren Oligonucle- 
otide am S'-Ende modifiziert vorliegen und damit von 
exner Polymerase mit S -- 3 - Exonukleaseaktivitat nicht 
sxgnxfxkant abgebaut werden konnen. 

21. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Primer in der Ampli- 
f xkatxon zwischen zu untersuchender DNA und Hinter- 
grund-DNA unterscheiden. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Hintergrund DNA methyliert vorliegt, und die 
zu untersuchende DNA unmethyliert vorliegt, jeweils 
an Positionen, an die mindestens ein Primer fur die 
Amplication bindet, wobei der oder- die Primer nach 
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der chemischen Behandlung bevorzugt an die ZU unter- 



suchende DNA binden 

23 . Verf ahren nach einem der voranstehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, dass man in der Amplif ikation 
zusatzlich mindestens ein Reporteroligonukleotid ver- 
wendet, dessen Fluoreszenzeigenschaf ten sich in in- 
folge der Amplif ikation verandern. 

24. Verf ahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet , 
dass ein Taqman-Assay oder ein LightCycler-Assay oder 
ein Assay unter Verwendung von Molecular Beacons 
durchgefuhrt wird. 

25 . Verf ahren nach einem der Anspruche 23 oder 24 da- 
durch gekennzeichnet, dass das Reporteroligonukleotid 
mindestens eine Fluoreszenzmarkierung tragt. 

26. Verf ahren nach einem der Anspruche 18 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Reporteroligonukleotid oder 
die Reporteroligonukleotide die Amplif ikation entwe- 
der durch eine Zunahme oder eine Abnahme der Pluores- 
zenz anzeigt bzw. anzeigen. 

27. Verf ahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Zunahme oder Abnahme der Fluoreszenz 
auch direkt zur Analyse verwendet und aus dem Pluo- 
reszenzsignal auf einen Methylierungszustand der zu 
analysierenden DNA schliefit. 

28. verf ahren nach einem der voranstehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, dass die Hint ergrund- DNA in 
100 facher Konzentration im Vergleich zur zu untersu- 
chenden DNA vorliegt. 
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dadurch gekennzeichnet, dass die Hintergrund- DH A in 

looo f , oher Konzeatration ±m vergle , oh zur 

suchenden DNA vorliegt. 



30 



Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, dass man aus dem Methylie- 
rungsgrad an den verschiedenen untersuchten CpG Posi- 
txonen auf das Vorliegen einer Erkrankung ode! eines 
anderen medx.inischen Zustandes des Patienten 
schlieSt . 



31. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet. dass die Amplif ikate selbst 
fur die Detektron mit einer nachweisbaren Markierung 
versehen sind. a 



32. Verfahren nach Anspruch 31. dadurch gekennzeichnet. 
dass die Markierungen Fluoreszenzmarkierungen sind. 

33. verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet. 
dass die Markierungen Eadionuklide sind. 

34. verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Markierungen abWsbare Massenmarkierungen 
^1^" ^ einem Massens P ektrom «er nachgewiesen 

35. verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass bei der Amplif ikaticn 
exner der Primer an sine Festphase gebunden ist. 

^ : ISmT" r h elaen ^ toSE>rtChe 1 34, dadurch 

gekennzeichnet, dass die Amplifikate insgesamt im ' 

Massenspektrometer nachgewiesen werden und somit 

durch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind 
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7. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranste- 
henden Anspruche zur Diagnose und/oder Prognose 
nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individu- 
en, wobex diese nachteiligen Ereignisse mindestens 
exner der folgenden Kategorien angehoren: unerwunsch- 
te Arznexmxttelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS- 
Pehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressions- 
symptome oder Verbal tens storungen; klinische, psycho- 
logxscbe und soziale Konsequenzen von Gehirnschadi- 
gungen; psychotische Storungen und Personlichkeits- 
storungen; Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kar- 
dxovaskulare Krankheit, Pehlfunktion und Scbadigung; 
Fehlfunktion, Scbadigung oder Krankheit des gastroin- 
testxnalen Traktes; Fehlfunktion, Scbadigung oder 
Krankheit des Atmungs systems; Verletzung, Entzundung, 
Infektxon, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehl- 
funktion, Scbadigung oder Krankheit des K6rpers als 
Abweichung i m Entwicklungsprozess , Fehlfunktion 
Scbadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln,' des 
Bxndegewebes oder der Knochen; endokrine und metabo- 
lxsche Fehlfunktion, Scbadigung oder Krankheit; Kopf- 
schmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 

Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranste- 
henden Anspruche zur Klassif izierung von Patienten in 
Untergruppen . 



>. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranste- 

henden Anspruche zur Unterscheidung von Zelltypen o- 

der Geweben oder zur Untersuchung der Zelldif feren- 
zierung. 
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40. Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthaltenden Rea- 
genz, p rimeril fur die Amplification und einem Nukleo 
txdgemasch geraass einem der Anspruche 2 bis 8. 



Zusammenfassung 



Die vorliegende Erf indung betrif ft ein Verfahren zum 
Nachwexs von Cytosin-Methylierung in DNA-Proben, bei dem 
man die folgenden Schritte ausfuhrt: 

man behandelt eine genomische DNA-Probe, welche zu unter- 
suchende DNA und Hintergrund-DNA umfasst, chemisch der- 
art, dass alle nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil 
umgewandelt warden, wahrend die 5 -Methyl cytosinbasen un- 
verandert bleiben, 

man amplifiziert die chemisch behandelte DNA-Probe unter 
Verwendung von mindestens 2 Primeroligonukleotiden sowie 
exner Polymerase und eines Nukleotidgemisch.es, dessen Zu- 
sammensetzung zu einer Bevorzugung der zu untersuchenden 

^egenuber der Hintergrund-DNA als Templat fuhrt und 
man schlieSt aus dem Vorliegen oder der Produktmenge ei- 
nes Amplifikates auf den Methylierungsstatus in der zu 
untersuchenden DNA. 



